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Biocatalysts which are produced in the form of beads, filaments, 
lattices etc., with or without a mechanical support, and whose 
enzymatically active substances are immobilised in a crosslinked 
gel produced from an aqueous phase, are produced, in order to 
prevent the washing out of the enzymatically active substances, 
using a protective layer which is free of enzymatically active 
substances and is composed of a crosslinked gel having no 
permeability for the enzymatically active substances, and which 
envelops the core containing the active substances. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstel- 
lung eines Biokatalysators mit immobilisierten Zel- 
len, bei dem die Zellen in eine durch ein Vernet- 
zungsmittel zum Gel werdende, aus einer waflrigen 
Phase gebildeten Flussigkeit eingebracht werden 
und anschlie/tend durch Vernetzung der Biokataly- 
sator mit Oder ohne einen mechanischen Trager 
gebildet wird. Die Erfindung betrifft ferner einen 
Biokatalysator mit immobilisierten Zellen. 

Biokatalysatoren werden fur die verschiedens- 
ten Anwendungsgebiete eingesetzt. Mit ihnen las- 
sen sich beispielsweise Arzneimittel, wie Antibioti- 
ka, oder Athanol herstellen, Abwasser reinigen o. 
dgl. Bekannt ist der Einsatz der entsprechenden 
Zellen bei der Sektherstellung, wo durch Zugabe 
von Hefe eine zweite GSrung in Gang gebracht 
wird. Diese Garung wird in gro/ten Tanks oder in 
der Sektflasche vorgenommen. Diese Verfahren 
gestalten sich dadurch besonders aufwendig, da/3 
die freien, aktiven Zellen nach der DurchfUhrung 
der Garung aus der Flussigkeit entfernt werden 
mtlssen. Bei der Flaschengarung werden die Fla- 
schen hierzu geruttelt und nach und nach auf den 
Kopf gestellt, so da/3 sich die Zellen im Flaschen- 
hals absetzen. Durch Vereisung des Flaschenhals- 
es wird mit den Zellen ein entfernbarer Pfropfen 
gebildet. Bei der Tankgarung mufl eine Filtration 
des Sektes vorgenommen werden. 

Es ist seit einiger Zeit bekannt, fur derartige 
Anwendungsfalle fOr Biokatalysatoren immobilisier- 
te Zellen zu verwenden. Diese Zellen sind durch 
geeignete Ma/teahmen an einen Ort gebunden, 
bleiben aber weiterhin lebensfahig und aktiv. Nach 
der DurchfUhrung der mikrobiologischen Reaktion 
konnen sie zusammen mit der Immobilisierungs- 
masse im allgemeinen leicht entfernt werden. Es ist 
bekannt, eine derartige Immobilisierung durch in 
waflriger Phase vernetzende Gele zu bewerkstelli- 
gen (vgl. Klein, Wagner "Methods for the Immobili- 
zation of Microbial Cells" in Applied Biochemistry 
and Bioengineering 1983 Vol. 4, Seiten 11 - 51). 

In der Praxis hat es sich jedoch gezeigt, da/3 
fUr langerwahrende Vorgange, wie beispielsweise 
die Sektgarung, die durch die Immobilisierung an- 
gestrebten Effekte nicht erzielt werden. Es zeigt 
sich namlich, da/J die Zellen aus dem Immobilisie- 
rungsmaterial "auswachsen". Zwar verhindern die 
Gele durch ihre Netzstruktur ein Auswandern der 
eingeschlossenen Zellen, es laflt sich aber nicht 
vermeiden, daJ3 bei der Herstellung der Gele auch 
Zellen an der Oberflache des Biokatalysators sit- 
zen. Diese finden gegenUber den eingeschlosse- 
nen Zellen begunstigte Ernahrungsbedingungen 
vor und vermehren sich wesentlich starker als die 
eingeschlossenen Zellen. Diese Zellen nehmen als 
freie Zellen am Garungsvorgang teil und gelangen 



in die Flussigkeit und fuhren zu einer erheblichen 
Trubung. 

Ein unter der Bezeichnung "Mikrokapselung" 
bekanntes Verfahren eignet sich zur Immobilisie- 

5 rung der Zellen nicht, weil hierbei ein Polymer in 
einem organischen Losungsmittel gelost werden 
mu/3, das die Zellen praktisch vollstandig abtotet. 
Die verbleibende Aktivitat des Katalysators wurde 
in den meisten Fallen nicht ausreichen. Daruber 

70 hinaus la/3t sich auch bei der Mikrokapselung ein 
Auswachsen der Zellen nicht sicher verhindern. 

In der Veroffentlichung "Biotechnology and 
Bioengineering" Symp. No. 12, Seiten 139 - 146 
(1982) ist untersucht worden, in welcher Menge 

15 Zellen aus einem Biokatalysator herausgelangen 
konnen. Die Biokatalysatoren sind dabei in einer 
Ringer-Salzlosung geruhrt worden. Da die Salzlo- 
sung keine Nahrlosung fur die Zellen ist, beruht 
der Ubertritt von Zellen aus dem Biokatalysator in 

20 die Salzlosung auf rein mechanischen Effekten, 
also nicht auf einem "Auswachsen" der Zellen aus 
dem Biokatalysator. Von den Autoren ist vorge- 
schlagen worden, den Ubertritt von Zellen aus dem 
Biokatalysator in die umgebende Losung dadurch 

25 zu vermindern, dafl die Katalysatorperlen mit den 
immobilisierten Zellen mit einer Schutzschicht 
uberzogen werden, beispielsweise aus Ca-Alginat. 
Angaben zur Herstellung dieser Beschichtung sind 
in der Veroffentlichung nicht enthalten. 

30 Durch die unter der Nummer 57-1 50 385 verof- 

fentlichte japanische Patentanmeldung ist ein Ver- 
fahren zur Herstellung einer derartigen Schutz- 
schicht urn eine Perle mit immobilisierten Zellen 
offenbart. Danach wird die Perle beispielsweise in 

35 eine Natrium-AJginatlQsung getaucht. Die so mit 
der Alginatlosung benetzten Perlen werden ausge- 
hoben und anschlie/tend in eine Calcium-Salzlo- 
sung und gegebenenfalis anschlie/tend sofort in 
eine Aluminium-Salzlosung getaucht. Dabei wird 

40 zunachst das Gel zu Calcium-Alginat vernetzt und 
anschlie/tend Aluminium-Alginat gebildet, wobei ein 
Austausch von Calcium-lonen durch Aluminium-lo- 
nen stattfindet. Diese zweistufige Bildung der Gel- 
schicht wird durchgefuhrt, urn zunachst zu einer 

45 Vernetzung zu einer Schutzschicht bei einem fOr 
die Biomasse unkritischen pH-Wert zu gelangen. 
Das die Biomasse in der Perle gefahrdende saure- 
re Aluminiumsalz wird durch die gebildete Ca- 
Schutzschicht von der Biomasse abgehalten, so 

so da/3 sich nun eine mechanisch stabilere Aluminium- 
Alginatschicht bilden kann, ohne dafl die Biomasse 
ihre Aktivitat verliert. 

Durch die FR-A 2 452 285 (= DE-A 30 12 233) 
ist es ferner bekannt, eine in herkommlicher Weise 

55 gebildete Perle, beispielsweise aus Calcium-Algi- 
nat, mit immobilisierten Zellen mit einer semiper- 
meablen Membran zu umhullen. Hierzu wird die 
OberflSche der gebildeten Perlen mit einem Poly- 
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merisat zusStzlich vernetzt, das mit Funktionsgrup- 
pen der gebildeten Perle Bindungen eingeht. Ge- 
eignet hierfUr sind Poly meri sate mit Amin- oder 
Imingruppen, z. B. Polyathylen-lmin Oder Polylysin, 
wobei die Dicke der gebildeten Membran von der 
durch das Moleku large wicht des Polymerisats be- 
stimmten Eindringtiefe in die Perle abhSngt. In 
einem alternativen Verfahren werden die Perlen mit 
einem Polymerisationspartner in einer wSBrigen Lo- 
sung suspensiert und mit dieser waBrigen Suspen- 
sion eine Wasser-in-6l-Emulsion hergestellt, in de- 
ren hydrophobe Phase der andere Polymerisations- 
partner gelost ist. An der Tropfchengrenze der 
Emulsion findet die Polymerisationsreaktion zur Bil- 
dung der extrem dUnnen semipermeablen Mem- 
bran statt, die somit nicht an der Oberflache der 
Perle entsteht. 

Es hat sich gezeigt, daB die bekannten Verfah- 
ren nicht das Auswachsen von Zellen aus dem 
Biokatalysator verhindern, so daB zumindest bei 
langzeitigen Anwendungen freie Zellen in die den 
Biokatalysator umgebenen FlUssigkeit gelangen. 

Der Grund fur das weiterhin beobachtete Aus- 
wachsen besteht darin, daB bei der Bildung der 
auBeren Schutzschicht die an der Oberflache der 
Perle sitzenden Zellen in die Schutzschicht hinein- 
wandern konnen und daher - zumindest nach einer 
gewissen Zeit - nicht mehr am Auswachsen gehin- 
dert werden konnen. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ei- 
nen Biokatalysator zu erstellen, bei dem ein Aus- 
wachsen der Zellen auch bei Langzeitverfahren si- 
cher verhindert wird. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB bei ei- 
nem Verfahren der eingangs erwShnten Art da- 
durch gelost, daB der die Zellen enthaltende Kern 
von einer gelbildenden FlUssigkeit umgeben wird 
und daB die Vernetzung des Gels unter Einwirkung 
eines aus dem Kern diffundierenden Vernetzungs- 
mittels an dem Kern erfolgt, so daB eine von den 
Zellen freie Schutzschicht aus dem vernetzten, kei- 
ne Durchlassigkeit ftir die Zellen aufweisenden Gel 
gebildet wird, die den die Zellen enthaltenden Kern 
umschlieBt. 

DemgemaB wird die zusatzliche Schicht aus 
einem vernetzten Gel so gebildet, daB eine Vernet- 
zung vom Kern ausgeht, also von innen nach au- 
Ben fortschreitet. Dies geschieht dadurch, daB der 
Kern ein Vernetzungsmittel fur das die auBere 
Schicht bildende, vorzugsweise ionotrope Gel ent- 
halt. Dies hat zur Folge, daB sofort beim Aufbrin- 
gen der gelbildenden FlUssigkeit auf den zellenhal- 
tigen Kern die Vernetzung beginnt, so daB extrem 
schnell an der zum Kern zeigenden inneren Ober- 
flache der auBeren Schicht eine fur die Zellen 
undurchlSssige vernetzte Struktur gebildet wird. 
Dadurch wird das Einwandern der Zellen aus dem 
Kern in die umgebende Schutzschicht verhindert, 



so daB die Schutzschicht frei von Zellen bleibt. 

Bei dem bekannten Verfahren, die umgebende 
Schutzschicht von auBen nach innen zu vernetzen, 
indem das Vernetzungsmittel bzw. der Polymerisa- 

5 tionspartner der vernetzenden FlUssigkeit von au- 
Ben zugefuhrt wird (vgl. JP-A 57-150 385) bildet 
sich die erste Vernetzungsschicht an der SuBeren 
Oberflache und muB nach innen fortschreiten. So- 
lange die inneren Bereiche der Schutzschicht noch 

;o nicht vernetzt sind, konnen Zellen in die Schutz- 
schicht einwandern. DarUber hinaus bildet die von 
auBen nach innen vernetzte Schutzschicht eine Po- 
renstruktur, dessen PorengroBe nach innen hin zu- 
nimmt, so daB die Zellen leicht durch die groBen 

75 Poren in die Schutzschicht eindringen konnen. 

Die SuBere Schutzschicht der erfindungsgemS- 
Ben Biokatalysatoren weist hingegen unmittelbar 
am Kern die kleinste PorengrSBe auf, da die Ver- 
netzung von innen nach auBen fortschreitet. Selbst- 

20 verstandlich ist es moglich und vorteilhaft, zusatz- 
lich das Vernetzungsmittel auch von auBen zuzu- 
fUhren, so daB eine stabile, kleinporige vernetzte 
Schicht sowohl an der inneren als auch an der 
auBeren Oberflache der den Kern umgebenden 

25 Schutzschicht entsteht. 

Der die Zellen enthaltende Kern kann in her- 
kommlicher Weise gebildet sein, also bereits in 
einem Gel immobilisierte Zellen aufweisen. Die Bil- 
dung geschieht dabei vorzugsweise durch Einbrin- 

30 gen der mit den Zellen versehenen gelbildenden 
FlUssigkeit in ein Vernetzungsmittel, wodurch bei- 
spielsweise Perlen o. a. gebildet werden. Unter 
Ausnutzung des in dem Kern noch befindlichen 
Vernetzungsmittels wird die Anordnung nunmehr 

35 vorzugsweise in dieselbe gelbildende FlUssigkeit 
getaucht, wie sie fUr den Kern verwendet worden 
ist. Unter Einwirkung des aus dem Kern diffundie- 
renden Vernetzungsmittels entsteht an dem Kern 
die dUnne Schutzschicht. Die Starke der Schutz- 

40 schicht kann durch die Konzentration der gelbilden- 
den FlUssigkeit und die Reaktionszeit gesteuert 
werden. Vorzugsweise liegt diese niedriger als bei 
der gelbildenden FlUssigkeit des Kerns. Nach Aus- 
bildung der Schutzschicht wird der Biokatalysator 

45 wiederum in das Vernetzungsmittel getaucht, wo- 
durch die Schutzschicht stabil vernetzt. 

Die obenerwahnte Aufgabe wird ferner bei ei- 
nem Verfahren der eingangs erwahnten Art da- 
durch gelost, daB die die Zellen enthaltende FlUs- 

50 sigkeit von der gelbildenden FlUssigkeit umgeben 
wird und anschlieBend vor einer Vermischung der 
die Zellen enthaltenden FlUssigkeit mit der gelbil- 
denden FlUssigkeit in das Vernetzungsmittel ge- 
langt, wodurch eine keine Durchlassigkeit fUr die 

55 Zellen aufweisende Schutzschicht durch das ver- 
netzte Gel gebildet wird. 

Bei diesem einstufigen Verfahren wird der die 
Zellen enthaltende Kern vor dem Vernetzungsvor- 
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gang mit der die Schutzschicht bildenden gelbil- 
denden Flussigkeit umgeben. Hierbei kann der 
Kern weiterhin fIGssig sein. Die aktiven Substanzen 
werden dabei in die die Schutzschicht bildende 
gelbildende FIGssigkeit eingebracht, ohne sich mit 
ihr zu vermischen. Dies kann durch Einsteilung 
unterschiedlicher Viskositaten der KernflGssigkeit 
und der gelbildenden Flussigkeit geschehen. Dar- 
aufhin kann die gesamte Anordnung in ein Vernet- 
zungsbad getaucht werden, das ein Vernetzungs- 
mittel enthalt. 

Fur die Durchfuhrung des Verfahrens eignet 
sich besonders eine DUsenanordnung mit einer 
zentralen Austrittsoffnung fur die Substanz des 
Kerns und eine darum angeordnete ringformige 
Austrittsoffnung fur die gelbildende Flussigkeit der 
Schutzschicht. 

Das Eintauchen mu/3 sofort nach dem Umge- 
ben des Kerns mit der zellenfreien Flussigkeit er- 
folgen. Dann durchdringt das Vernetzungsmittel die 
Schutzschicht so schnell, da/3 die Immobtlisierung 
der Zellen im Kern so rechtzeitig erfolgt, da/5 keine 
Zellen in die Schutzschicht eindringen konnen. Bei 
diesem Verfahren ist es wesentlich, da/3 sich die 
Kemflussigkeit und die gelbildende Flussigkeit fur 
die Schutzschicht nicht auf dem Wege in das Ver- 
netzungsbad vermischen. Durch entsprechende 
Zugaben in die Kemflussigkeit kann dafUr gesorgt 
werden, da/3 beide Flussigkeiten eine stark unter- 
schiedliche Viskositat und Oberflachenspannung 
aufweisen, so da/3 die Durchmischung gehemmt 
wird. Hierzu kann der KernflGssigkeit beispielswei- 
se ein Verdickungsmittel, das nicht aushSrtend sein 
mu/J, zugegeben werden. 

Eine besonders stabile Schutzschicht wird 
auch im einstufigen Verfahren erzielt, wenn die 
Substanz des Kerns auch ein Vernetzungsmittel fUr 
die gelbildende Flussigkeit der Schutzschicht ent- 
halt. Beim Einbringen der Gesamtanordnung in das 
Vernetzungsmittel findet die Vernetzung der 
Schutzschicht sowohl von innen als auch von au- 
/3en start, wobei auch hierbei der Kern flussig blei- 
ben kann. 

Die erfindungsgema/Jen Verfahren bieten den 
weiteren Vorteil, dafi die ZGchtung von Zellen be- 
reits in deren immobilisierten Zustand erfoigen 
kann. Es ist nunmehr moglich, in dem Kern des 
Biokatalysators nur eine Vorkuitur der Zellen einzu- 
schliefien und den Biokatalysator in eine fur die 
ZGchtung der Zellen geeignete Umgebung einzu- 
bringen, namlich in eine Nahrlosung, die auf einer 
geeigneten Temperatur gehalten wird und gegebe- 
nenfalls beispielsweise mit Sauerstoff begast wird. 
Die ZOchtung der Zellen im immobilisierten Zu- 
stand war bisher nicht moglich, weil die Zuchtung 
wegen des Auswachsens der Zellen im wesentli- 
chen an der Oberflache stattgefunden hatte und 
daher Gberwiegend freie Zellen produziert worden 



waren. Da bei dem erfindungsgema/ten Verfahren 
eine von den Zellen freie Schutzschicht vorhanden 
ist, die das Auswachsen sicher verhindert, kann der 
Biokatalysator mit der Vorkuitur in die Nahrlosung 

5 eingebracht werden, ohne da/3 die Produktion von 
freien Zellen an der Oberflache des Biokatalysators 
zu befGrchten ware. Dadurch ist es moglich, das 
aufwendige Zentrifugieren der gezGchteten Zellen 
aus der Nahrlosung zu vermeiden, da die Zellen 

w bereits im immobilisierten Zustand gezuchtet wer- 
den konnen. 

Die obenerwahnte Aufgabe wird weiterhin ge- 
lost durch einen Biokatalysator mit immobilisierten 
Zellen, bei dem die Zellen in eine durch eine 

75 waflrige Phase gebildete FlUssigkeit eingebracht 
sind und dessen OberflMche durch eine Schutz- 
schicht aus einem vernetzten, den die Zellen ent- 
haltenden Kern mit oder ohne einen mechanischen 
Trager umschlieflenden Gel gebildet ist, wenn die 

20 Schutzschicht frei von den Zellen und mit einem 
aus dem Kern diffundierenden Vernetzungsmittel 
gebildet ist. 

Das Auswachsen der Zellen, das beispielswei- 
se beschrieben ist in Stocklein, Eisgruber, Schmidt 

25 "Conversion of L-Phenylalanine to L-Tyrosine by 
Immobilized Bacteria" in Biotechnology Letters Vol. 
5 No. 10, Seiten 703 - 708 (1983), wird erfindungs- 
gema/3 mit einem geringen zusatzlichen Aufwand 
vermieden. Der bei der Sektherstellung fur die 

30 Trennung der freien Zellen von der SektflGssigkeit 
bisher erforderliche Aufwand entfallt v6Nig. 

Als mit einem Vernetzungsmittel vemetzenden 
Gele kommen beispielsweise die ionisch vemet- 
zenden Gele Ca-Alginat, K- und/oder Ca-Kappa- 

35 Carrageenan, Chitosan, Mg- oder Ca-Pektinat, Car- 
boxymethylcellulose oder die kovalent vemetzen- 
den Gele Polyacrylamid, Polyurethan, Polyepoxid, 
Silicagele o. a. in Frage. Fur die Sektherstellung ist 
Ca-Aiginat besonders geeignet, wobei als gelbi!- 

40 dende Flussigkeit Na-Alginat und als Vernetzungs- 
mittel CaCb verwendet werden, die beide im Le- 
bensmittelbereich seit vielen Jahren verwendet 
werden und daher unbedenklich sind. 

Die Schutzschicht kann auch aus mehreren 

45 Komponenten gebildet sein. So kann es vorteilhaft 
sein, daB die Schutzschicht aus einem ionotropen 
Gel gebildet ist, das eine zur kovalenten Vernet- 
zung befahigte Substanz enthalt. Solche Substan- 
zen sind beispielsweise Isocyanat-, Epoxy- und 

so Silicon-Prapolymere. 

Beispiel 1 

Zur Herstellung eines Biokatalysators in Form 
55 von Perlen wird eine 3,3 %ige Na-Alginatlosung 
durch EinrGhren von 3,3 g Na-Alginat in 100 ml 
dest. Wasser eingeruhrt und anschlie/3end 15 Minu- 
ten bei 1 bar Uberdruck und bei 121 *C autoyla- 



5 



7 



EP0 173 915 B1 



8 



viert. Hefezellen (Saccharomyces bayanus; Lalvin 
C1108 der Boehringer KG) wird in einer 0,9 %igen 
NaCI-Losung suspendiert. Die 3,3 %ige Na-Alginat- 
losung wird nun in der Suspension verruhrt Mit 
Hilfe einer in Figur 1 dargestellten Tropfarmatur 1 
wird mit Hilfe von in die Armatur eingegebener 
Druckluft die Alginat-Zellsuspension durch eine am 
unteren Ende der Armatur 1 angesetzten Kanule 2 
in ein F&llungsbad getropft, das aus einer 2 %igen 
CaCfe-Losung besteht. Beim Eintauchen des Trop- 
fens in das Fallungsbad entsteht eine ca. 3 mm 
gro/te Gelperle, da durch Austausch der Na*-lonen 
durch Ca 2 -lonen die Vernetzungs des Alginats 
zum Gel entsteht. 

Die durch die ionotrope Gelbildung entstande- 
nen Perlen werden zur weiteren Vernetzung 30 
Minuten in der CaCfe-Losung geruhrt Anschlie- 
/tend werden die Perlen abgesiebt und mit Lei- 
tungswasser mehrmals gewaschen. Die Perlen wer- 
den dann mit dest. Wasser in eine 0,5 %ige bzw. 
0,2 %ige Na-Alginatlosung gespult. Die Herstellung 
dieser Alginatlosung erfolgt analog wie oben be- 
schrieben. Durch Diffusion von Ca-lonen aus den 
Gelperlen in die Na-Alginatlosung bildet sich eine 
Hulle aus Ca-Alginat urn die Perlen. Nach ca. funf- 
minUtigem ROhren mit hSngendem RUhrer hat sich 
eine genugend dicke Hulle gebildet, so da/3 die Na- 
Alginatlosung abgegossen werden kann. Die Perlen 
werden mit Leitungswasser gewaschen und in einer 
2 %ige CaCI 2 -L6sung gespOlt. Nach einer Vernet- 
zungszeit von einer Stunde werden die Perlen 
mehrfach mit Leitungswasser gewaschen. 

Zur Durchfuhrung einer FlaschengaVung wer- 
den die Perlen in einem am oberen Ende als 
Korken 5 ausgebildeten Hohlzylinder 6 eingefullt, 
dessen Boden 7 mtttels eines Gewindes am Zylin- 
der 6 befestigbar ist. 

Fur die Sektherstellung aus einem Rieslingwein 
mit 22 g Zucker/Liter und 2,6 g Weinsaure/Liter 
werden 0,2 g Trockehefe (Lavin C 1108) in 1 - 2 ml 
0,9 %ige NaCI-Losung suspendiert. Diese Suspen- 
sion wird in 10 g der 3,3 %igen Na-Alginatlosung 
gegeben. Nach der Vernetzung in der 2 %igen 
CaCfe-Losung betragt die Zellbeladung ca. 2 % 
(0,02 g Trockenhefe/g feuchtem Katalysator). Von 
diesem Katalysator wird jeweils soviet eingesetzt, 
datf 0,2 g Trockenhefe auf 1 I Cuvee kommen. 

Die gebildeten Perlen werden vorsorglich 5 Mi- 
nuten mit einer 6 Watt UV-Lampe bestrahlt, urn 
etwaige, durch Verunreinigung auf die Alginathulle 
gelangte Zellen abzutoten. Das in Figur 3 gezeigte 
Bild des Katalysators zeigt eine deutliche Ca-Algi- 
natschutzschicht 8, die frei von Zellen 9 ist, die im 
Kernbereich 10 deutlich zu erkennen sind. Da in 
dieser Abbildung die Schutzschicht zur Verdeutli- 
chung etwas stufenartig nach hinten versetzt ist, 
sind die an der Oberflache des Kerns befindlichen 
Zellen 9' erkennbar, die bei der herkommlichen 



Immobilisierung ausgewachsen waren. 

In Testansatzen in 0,7 l-Flaschen mit dem in 
Figur 2 dargestellten Korken bei einer Gartempera- 
tur von 15 *C konnte nach 4 Monaten kein Aus- 

5 wachsen der Hefezellen festgestellt werden. Eben- 
so zeigte sich bei dem Weinsauregehalt von 2,6 g 
Weinsaure/I und der Verwenduno, eines Alginats 
mit einem hohen K-Wert fur Ca 2 Na* keine Ca- 
Tartratausscheidung. 

io Die Verwendung des hohlen, seitlich durch- 

bohrten Korkens 5,6 zur Aufnahme der Perlen er- 
moglicht ein miiheloses Entfernen der Katalysator- 
perlen aus den Flaschen nach AbschluJS der Zweit- 
garung innerhalb von weniger als 2 Sekunden. 

75 

Beispiel 2 

Wie beim Beispiel 1 wird eine 3,3 %ige Na- 
Alginatlosung angesetzt. Eine zweite, 1 %ige Na- 

20 Alginatlosung wird in gleicher Weise hergestellt. 
Beide Losungen werden 15 Minuten unter den in 
Beispiel 1 angegebenen Bedingungen autoklaviert. 
Die in Beispiel 1 erwahnte Trockenhefe wird in 0,9 
%iger NaCI-Losung suspendiert und in die 3,3 

25 %ige Na-Alginatlosung gegeben. Die Alginat-Zell- 
suspension wird so eingestellt, dafl sich 1 g Trok- 
kenhefe in 10 g Na-Alginatlosung befinden. 

Zur Herstellung eines Biokatalysators wird ein 
Baumwollfaden mit ca. 18 cm Lange, der alle 1,5 

30 cm mit einem Knoten versehen ist, ausgekocht, urn 
storende Geschmacksstoffe aus dem Baumwollfa- 
den zu entfernen. Anschlie/tend wird der Faden in 
Leitungswasser gewaschen und als TrSger fur das 
Katalysatorgel eingesetzt. In die Alginat-Zellsu- 

35 sponsion wird der Baumwollfaden getaucht, so da/3 
der Faden gut getrankt ist. Die Knoten sollen die 
Haftung des Alginatgels erleichtern. Der Baumwoll- 
faden wird nun mit der daran haftenden AlginatZell- 
suspension in eine 2 %ige CaCfe-Ldsung zur ionot- 

40 ropen Gelbildung gegeben. Der Katalysatorfaden 
wird unter leichtem ROhren 30 Minuten in der 
CaCb-Losung belassen. Anschlie/tend wird der Fa- 
dem mit Leitungswasser gewaschen und in die 1 
%ige Na-Alginatlosung getaucht. Durch Diffusion 

45 von Ca-lonen aus dem Gel am Faden in die Na- 
Alginatlosung bildet sich nun eine Hulle aus Ca- 
Alginat urn den Katalysatorfaden. Es ist darauf zu 
achten, dafl der Katalysator am Faden ganz von 
der Ca-Alginathulle uberzogen wird. Der Katalysa- 

50 torfaden wird zur weiteren Vernetzung der Alginat- 
hulle fur eine Stunde in eine leicht geruhrte 2 %ige 
CaCb-Losung gegeben. Anschlie/tend wird der Ka- 
talysatorfaden mehrfach mit Leitungswasser gewa- 
schen und dabei 5 Minuten mit einer 6 Watt UV- 

55 Lampe bestrahlt. 

An dem Katalysatorfaden befindet sich in dem 
Alginatgel ca. 0.07 g Trockenhefe. Es werden zwei 
Katalysatorfaden pro 0,7 l-Flasche eingesetzt, so 
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da/3 ca. 0,14 g Trockenhefe auf 0,7 I Cuv6e kom- 
men. 

Die beiden Baumwollfaden werden zusammen- 
gebunden und an einem dunnen Zwirnsfaden befe- 
stigt. Der Zwirnsfaden wird aus der Flasche heraus- 
gefuhrt und mit einem handelsublichen Sektkorken 
beim Verschlie/ten der Flasche eingeklemmt. Auf 
diese leise lassen sich die Katalysatorfaden nach 
der Zweitgarung aus der Flasche beim Offnen ent- 
fernen. 

Wahrend der in Figur 2 dargestellte Korken, 
der vorzugsweise aus Polyathylen hergestellt ist, 
wiederverwendbar ist, gilt dies fUr den beschichte- 
ten Baumwollfaden nicht. 

Beispiel 3 

Wie beim Beispiel 1 wird eine 3,3 %ige Na- 
Alginatlosung angesetzt. Ferner wird eine 1 %ige 
wSssrige Na-Kappa-Carrageenanlosung in gleicher 
Weise hergestellt. Beide Losungen werden 15 Mi- 
nuten unter den in Beispiel 1 angegebenen Bedin- 
gungen autoklaviert. Die in Beispiel 1 erwahnte 
Trockenhefe wird in einer 0,9 %igen NaCI-Losung 
suspendiert und in die 3,3 %ige Na-Alginatlosung 
gegeben. Die Alginat-Zellsuspension wird so einge- 
stellt, da/5 sich 1 g Trockenhefe in 10 g Na-Alginat- 
losung befindet. 

Zur Herstellung des Biokatalysators wird als 
Trager ein in Figur 4 dargestellter Polyathylenkor- 
ken 11 verwendet, an dem eine flache Stange 12 
befestigt ist, die in regelmafligen Abstanden L6- 
cher 13 aufweist, die eine analoge Funktion wie die 
Knoten in dem in Beispiel 2 erwahnten Baumwoll- 
faden haben. Zur UnterstUtzung der Haftung ist die 
Oberflache der Stange 12 aufgerauht. Die Stange 
wird in die Alginat-Zellsuspension getaucht, so da/3 
sie von einem Film der Alginat-Zellsuspension 
Gberzogen wird. Die Oberzogene Stange wird nun 
in eine 2 %ige CaCI 2 -Losung zur ionotropen Gelbil- 
dung gegeben und fOr 30 Minuten in der CaCfe- 
Losung belassen. Anschlie/tend wird die Stange 12 
gewaschen und in die 1 %ige Na-Carrageenanlo- 
sung getaucht. Durch Diffusion von Ca-lonen aus 
dem Gel an der Stange 12 in die Na-Carrageenan- 
losung bildet sich nun eine Hulle aus Ca-Carragee- 
nan. Der Korken katalysator 11,12 wird zur weiteren 
Vernetzung der Carrageenanhulle fur eine Stunde 
in eine leicht geruhrte Losung bestehend aus 10 g 
KCI + 10 g CaCb /1 I Wasser gegeben. Anschlie- 
/tend wird der Katalysator gewaschen und dabei 5 
Minuten mit einer 6 Watt UV-Lampe bestrahlt. 

An dem Korkenkatalysator befinden sich ca. 
0,14 g Trockenhefe. Dieser Korkenkatalysator wird 
nun wie in Beispiel 1 beschrieben zur Sektherstel- 
lung eingesetzt. Nach abgeschlossener Zweitga- 
rung kann der Korkenkatalysator innerhalb von 2 
Sekunden aus der Flasche entfernt werden. Nach 



Abtrennung der Gelschichten von der Stange 12 
kann der Korken 11 mit der Stange 12 erneut 
verwendet werden. 

5 Beispiel 4 

Wie beim Beispiel 1 wird eine 3,3 %ige Na- 
Alginatlosung angesetzt und 15 Minuten unter den 
in Beispiel 1 angegebenen Bedingungen autokla- 

10 viert. Die in Beispiel 1 erwahnte Trockenhefe wird 
in 0,5 %iger CaCfe-Losung suspendiert. Die Zellsu- 
spension wird so eingestellt, da/3 sich 1 g Trocken- 
hefe in 10 g Zellsuspension befindet. 

Die Katalysatorherstellung erfolgt mit der in 

75 Figur 5 und 6 dargestellten Apparatur, die aus zwei 
Vorratsbehaltern A,B besteht, deren Inhalt in eine 
ZweistoffdLise 14 gelangt, deren Aufbau in Figur 6 
verdeutlicht ist. 

Die Zellsuspension wird in den Vorratsbehalter 

20 A und die Alginatlosung in den Vorratsbehalter B 
gegeben. Beide Losungen werden nun mit einer 
Durchfluflgeschwindigkeit von 300 ml/m durch die 
ZweistoffdLise 14 in eine 2 %ige CaCfe-Losung 
gefSrdert. Durch Vernetzung der Na-Alginatlosung 

25 von innen und von au/ten bildet sich momentan ein 
sehr stabiler Biokatalysatorfaden aus. Die Zwei- 
stoffduse enthalt einen au/teren ringformigen Kanal 
15 fUr die Losung in dem Behaltez B sowie einen 
inneren ringformigen Kanal 16 fur die Losung aus 

30 dem Behalter A. Der innere ringformige Kanal 16 
wird innen durch einen verschiebbaren Kolben 17 
begrenzt. Der au/tere ringformige Kanal endet in 
einer ringformigen Dusenoffnung 18, die urn eine 
zentrale Dusenoffnung 19 angeordnet ist, durch die 

35 Flussigkeit aus dem inneren ringformigen Kanal 16 
austritt. Der Kolben 17 weist an seiner Unterseite 
eine Spitze 20 auf, die beim HerabdrUcken des 
Kolbens 17 an einem Betatigungsglied 21 die Du- 
senSffnung 19 verschlieflt. Das Verschlie/ten der 

40 Dusenoffnung 19 wird am Fadenanfang und -ende 
vorgenommen, urn auch am Fadenanfang und am 
Fadenende einen dichten Abschlu/3 mit einer zel- 
lenfreien Alginatlosung zu erhalten. 

Der erhaltene Biokatalysatorfaden wird fur wei- 

45 tere 30 Minuten in der CaCk -Losung belassen. 
Anschlie/tend wird der Katalysator mit Leitungswas- 
ser gewaschen und dabei 5 Minuten mit einer 6 
Watt UV-Lampe bestrahlt. Dieser Katalysatorfaden 
wird nun wie in Beispiel 1 beschrieben zur Sekther- 

50 stellung eingesetzt. In diesem Fall erfolgt jedoch 
die Sektherstellung nach dem Tankgarverfahren im 
Ruhrkessel. Hierzu werden Biokatalysatorfaden, die 
0,4 g Trockenhefe/I Cuv§e enthalten, eingesetzt. 
Nach 14 Tagen ist die ZweitgSrung abgeschlossen, 

55 und der Sekt wird aus dem Gartank abgepumpt, 
wobei die Katalysatorfaden durch ein Sieb mit ei- 
ner Maschenweite von 2 mm zuruckgehalten wer- 
den. 
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Beispiel 5 

Eine 1,5 %ige Alginatlosung, die analog der 
fruheren Beispiele hergestellt worden ist, wird mit 
10 g Zellen/100 g Alginatlosung versetzt. Die Zel- 
len wurden zuvor in 0,9 %iger NaCI-Losung su- 
spendiert. Diese Suspension wird durch den inne- 
ren Kanal 16 der Zweistoffduse 14 aus dem Behal- 
ter A mit Uberdruck gedrUckt. Eine zellfreie 3,5 
%ige Alginatlosung wird durch den au/teren Ring- 
kanal 15 aus dem Behalter B gedrUckt. FUr den 
inneren Kanal 16 ist eine Flu/Jrate von 200 ml/h und 
fUr den au/teren Kanal 15 eine Fluflrate von 300 
ml/h eingestellt. 

Die entstandene Kugel tropft in eine gerUhrte 
Vernetzerlosung (2 %ige CaCfe-Losung). Nach 45 
Minuten Vernetzungszeit werden die Katalysator- 
perlen gewaschen und 5 Minuten mit einer 6 Watt 
UV-Lampe bestrahlt. Die nach diesem einstufigen 
Verfahren hergestellten Katalysatorperlen werden in 
gleicher Weise angewendet wie die zweistufig her- 
gestellten Katalysatorperlen gema/3 Beispiel 1 . 

Beispiel 6 

Eine 2%ige wassrige Na-Kappa-Carrageenan- 
losung wird 15 Minuten unter den in Beispiel 1 
angegebenen Bedingungen autoklaviert. Die in Bei- 
spiel 1 erwahnte Trockenhefe wird in einer 1%igen 
KCI-L6sung suspendiert. Die Zellsuspension wird 
so eingestellt, da/J sich 1 g Trockenhefe in 10 g 
Losung befindet. 

Die Katalysatorherstellung erfolgt mit der in 
Figur 5 und 6 dargestellten Apparatur. Die Zellsu- 
spension wird durch den inneren Kanal 16 der 
Zweistoffduse 14 aus dem Behalter A mit Uber- 
druck gedrUckt. Die zellfreie 2%ige Na-Kappa-Car- 
rageenanldsung wird durch den au/teren Ringkanal 
15 aus dem BehSlter gedrUckt. FUr den inneren 
Kanal 16 ist eine FluCrate von 100 ml/min und fUr 
den au/teren Kanat 15 eine FluCrate von 500 
ml/min eingestellt. 

Der Faden wird bei Raumtemperatur (20 *C) in 
eine 3%ige KCL-Losung eingedust. Durch Vernet- 
zung der Carrageenanlosung von innen und von 
auBen bildet sich momentan ein sehr stabiler Bio- 
katalysatorfaden aus. 

Der erhaltene Biokatalysatorfaden wird fur wei- 
tere 30 Minuten in der KCI-Losung belassen. An- 
schlie/tend wird der Katalysator mit Leitungswasser 
gewaschen und dabei funf Minuten mit einer 6 
Watt UV-Lampe bestrahtl. Dieser Katalysatorfaden 
wird nun wie in Beispiel 4 beschrieben zur Sekther- 
stellung eingesetzt. Nach 14 Tagen ist die ZweitgS- 
rung abgeschlossen, und der Sekt wird aus dem 
Gartank abgepumpt. 

Die nach alien Beispielen hergestellten Biokata- 
lysatoren verhindern wegen ihrer zellenfreien mi- 



kroporosen Schutzschicht nicht nur ein Auswach- 
sen der Zellen aus dem Kern sondern auch ein 
Einwachsen von Fremdzellen. Die Kontaminations- 
gefahr durch Fremdzellen ist daher vermindert. Es 

5 ist somit mdglich, unter verringerten Anforderungen 
an die Sterilitat zu arbeiten. Ferner konnen die 
Biokatalysatoren getrocknet und in geeigneter 
Form gelagert werden. Beim spateren Aufquellen 
entsteht ein geringerer Wassergehalt als vor dem 

10 Trocknen, so da/3 die relative Zellbeladung dadurch 
etwas erhoht wird. 

Das erfindungsgema/te Verfahren ermoglicht 
erstmalig die praktikable Verwendung von Carra- 
geenan zur Immobilisierung von Zellen bei Raum- 

75 temperatur. Zellen, die nicht in einem sehr aufwen- 
digen, mehrstufigen Verfahren extra gereinigt wor- 
den sind, weisen an sich nicht storende Verunreini- 
gungen durch NFU-, Ca-, K-lonen usw. auf. Diese 
geringfUgigen lonenkonzentrationen verursachen 

20 ein Ausha'rten des Carrageenans auch bei hoheren 
Temperaturen, so da/3 bisher die Carrageenanzuga- 
be bei relativ hohen Temperaturen (beispielsweise 
60 'C) erfolgen muJ3te, urn nicht eine vorzeitige 
Aushartung des Carrageenans zu erhalten. Da zur 

25 Bildung der erfindungsgema/ten Schutzschicht urn 
den immobilisierten Zellkern das Carrageenan 
praktisch nicht mehr mit den Zellen in Beruhrung 
kommt, bleibt es auch bei niedrigeren Temperatu- 
ren flUssig und verarbeitbar und kann kontrolliert 

30 vernetzt werden. 

PatentansprUche 

1. Verfahren zur Herstellung eines Biokatalysators 
35 mit immobilisierten Zellen, bei dem die Zellen 

in eine durch ein Vernetzungsmittel zum Gel 
werdende, aus einer waflrigen Phase gebilde- 
ten Flussigkeit eingebracht werden und an- 
schlieBend durch Vernetzung der Biokatalysa- 

40 tor mit Oder ohne einen mechanischen Trager 

gebildet wird, dadurch gekennzeichnet, 6aB 
der die Zellen enthaltende Kern von einer gel- 
bildenden Flussigkeit umgeben wird und dafl 
die Vernetzung des Gels unter Einwirkung ei- 

45 nes aus dem Kern diffundierenden Vernet- 

zungsmittels an dem Kern erfolgt, so dafl eine 
von den Zellen freie Schutzschicht aus dem 
vernetzten, keine Durchlassigkeit fur die Zellen 
aufweisenden Gel gebildet wird, die den die 

so Zellen enthaltenden Kern umschlieJ3t. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ fur die Schutzschicht ein ionotro- 
pes Gel verwendet wird. 

55 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, da/J der die Zellen enthalten- 
de Kern durch Vernetzung einer gelbildenden 
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Flussigkeit gebildet wird, in der die Zellen su- 
spendiert wurden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, da/5 die Schutzschicht urn ei- 
nen die freien Zellen enthaltenden flussigen 
Kern gebildet wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl die Zellen der gelbildenden Flus- 
sigkeit zugegeben werden und diese in das 
Vemetzungsmittel geleitet wird und da/3 an- 
schlieflend der so gebildete Kern in eine gelbil- 
dende Flussigkeit gegeben wird, die mit dem 
an der Oberflache des Kerns haftenden Ver- 
netzungsmittel das die Schutzschicht bildende 
von den Zellen freie Gel bildet. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 eine zusatzliche 
Vernetzung der Schutzschicht dadurch vorge- 
nommen wird, da/3 der Kern von der die 
Schutzschicht bildenden gelbildenden Flussig- 
keit umgeben wird und anschlieflend in ein 
Vernetzungsbad gelangt. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 das Umgeben der die Zellen 
enthaltenden Flussigkeit des Kerns mit der gel- 
bildenden FlUssigkeit der Schutzschicht mit ei- 
ner zentralen ersten Dusenoffnung und einer 
diese erste DUsenoffnung umgebenden ring- 
formigen zweiten Dusenoffnung vorgenommen 
wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 die eingeschlos- 
senen Zellen des Kerns Hefezellen zur Durch- 
fUhrung einer Sektgarung sind. 

9. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 in den Kern le- 
diglich eine Vorkultur von Zellen eingebracht 
wird und da/3 der mit der Vorkultur erstellte 
Katalysator in eine fUr die ZUchtung der Zellen 
geeignete Umgebung eingebracht wird. 

10. Biokatalysator mit immobiiisierten Zellen, bei 
dem die Zellen in eine durch eine wa/3rige 
Phase gebildete Flussigkeit eingebracht sind 
und dessen Oberflache durch eine Schutz- 
schicht aus einem vernetzten, den die Zellen 
enthaltenden Kern mit Oder ohne einen mecha- 
nischen Tra'ger umschlie/Jenden Gel gebildet 
ist, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Schutz- 
schicht frei von den Zellen und mit einem aus 
dem Kern diffundierten Vemetzungsmittel ge- 
bildet ist. 



11. Biokatalysator nach Anspruch 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 die Schutzschicht durch ein 
ionotropes Gel gebildet ist. 

5 12. Biokatalysator nach Anspruch 10 oder 11, da- 
durch gekennzeichnet, da/3 der Kern durch ein 
vernetztes Gel gebildet ist. 

13. Biokatalysator nach Anspruch 12, dadurch ge- 
io kennzeichnet, da/3 das vernetzte Gel des Kerns 

mit demselben Vemetzungsmittel vernetzt ist 
wie das Gel der Schutzschicht. 

14. Biokatalysator nach Anspruch 10 oder 11, da- 
75 durch gekennzeichnet, da/3 der Kern durch 

eine unvernetzte Flussigkeit gebildet ist. 

15. Biokatalysator nach Anspruch 14, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 der unvernetzten Flussigkeit 

20 Verdickungsmittel zugesetzt sind. 

16. Biokatalysator nach einem der AnsprOche 10 
bis 15, dadurch gekennzeichnet, da/3 der Kern 
an einem mechanisch stabilen Trager veran- 

25 kert ist. 

17. Biokatalysator nach einem der Anspruche 10 
bis 16, dadurch gekennzeichnet, da/3 der Kern 
lediglich eine Vorkultur von Zellen enthalt. 

30 

18. Verfahren zur Herstellung eines Biokatalysators 
mit immobiiisierten Zellen, bei dem die Zellen 
in eine durch ein Vemetzungsmittel zum Gel 
werdende, aus einer waflrigen Phase gebilde- 

35 ten FlUssigkeit eingebracht werden und an- 

schlieflend der Biokatalysator mit oder ohne 
einen mechanischen Trager gebildet wird, da- 
durch gekennzeichnet, da/3 die die Zellen ent- 
haltende FlUssigkeit von der gelbildenden 

40 FlUssigkeit umgeben wird und anschlie/3end 

vor einer Vermischung der die Zellen enthal- 
tenden FlUssigkeit mit der gelbildenden FlUs- 
sigkeit in das Vemetzungsmittel gelangt, wo- 
durch eine keine Durchlassigkeit fUr die Zellen 

45 aufweisende Schutzschicht durch das vernetz- 

te Gel gebildet wird. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 der die Zellen enthaltenden FlUs- 

50 sigkeit Vemetzungsmittel fUr die die Schutz- 

schicht bildende gelbildende Flussigkeit zuge- 
geben wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, dadurch 
55 gekennzeichnet, da/3 die die Zellen enthaltende 

FlUssigkeit mit dem Vemetzungsmittel fUr die 
gelbildende Flussigkeit der Schutzschicht 
ebenfalls vernetzt. 
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21. Verfahren nach einem der Anspruche 18 bis 
20, dadurch gekennzeichnet, daJ3 das Umge- 
ben der die Zellen enthaltenden Flussigkeit 
des Kerns mit der gelbildenden Flussigkeit der 
Schutzschicht mit einer DOsenanordnung aus 
einer zentralen ersten Dusenoffnung und einer 
diese erste DUsenSffnung umgebenden ring- 
formigen, zweiten Dusenoffnung vorgenom- 
men wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 21 , dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 die gelbildende Flussigkeit durch 
die ringformige zweite DUsenoffnung mit einer 
hoheren Transportgeschwindigkeit transportiert 
wird als die die Zellen enthaltende FlUssigkeit 
durch die zentrale erste Dusenoffnung. 



phase, and the biocatalyst is then formed with 
or without a mechanical carrier by crosslinking, 
characterized in that the core containing the 
cells is surrounded by a gel-forming liquid, and 
in that the gel is crosslinked at the core under 
the action of a crosslinking agent diffusing out 
of the core, so that a protective layer free of 
the cells is formed from the crosslinked gel, 
which has no permeability to the cells, and this 
protective layer encloses the core containing 
the cells. 

2. Process according to Claim 1 , characterized in 
that an ionotropic gel is used for the protective 
layer. 

3. Process according to Claim 1 or 2, character- 
ized in that the core containing the cells is 
formed by crosslinking a gel-forming liquid in 
which the cells have been suspended. 

4. Process according to Claim 1 or 2, character- 
ized in that the protective layer is formed ar- 



ound a liquid core containing the free cells. 

5. Process according to Claim 3, characterized in 
that the cells are added to the gel-forming 

5 liquid and the latter is fed into the crosslinking 

agent, and in that the core thus formed is then 
added to a gel-forming liquid which, with the 
crosslinking agent adhering to the surface of 
the core, forms the gel which forms the protec- 

10 tive layer and is free of the cells. 

6. Process according to one of Claims 1 to 5, 
characterized in that an additional crosslinking 
of the protective layer is carried out in that the 

75 core is surrounded by the gel-forming liquid 

forming the protective layer and is then passed 
into a crosslinking bath. 

7. Process according to Claim 6, characterized in 
that the liquid of the core, containing the cells, 
is surrounded by the gel-forming liquid of the 
protective layer by means of a first, central 
nozzle opening and a second, annular nozzle 
opening surrounding this first nozzle opening. 

8. Process according to one of Claims 1 to 7, 
characterized in that the enclosed cells of the 
core are yeast cells for performing a cham- 
pagne fermentation. 

9. Process according to one of Claims 1 to 8, 
characterized in that only a preliminary culture 
of cells is introduced into the core, and in that 
the catalyst produced with the preliminary cul- 
ture is introduced into an environment suitable 
for culturing the cells. 

10. Biocatalyst having immobilized cells, in which 
the cells are introduced into a liquid formed by 

40 an aqueous phase and the surface of this 

biocatalyst being formed by a protective layer 
comprising a crosslinked gel surrounding the 
core containing the cells, with or without a 
mechanical carrier, characterized in that the 

45 protective layer is free of the cells and is 

formed by a crosslinking agent diffusing out of 
the core. 

11. Biocatalyst according to Claim 10, character- 
so ized in that the protective layer is formed by 

an ionotropic gel. 

12. Biocatalyst according to Claim 10 or 11, char- 
acterized in that the core is formed by a cros- 

55 slinked gel. 

13. Biocatalyst according to Claim 12, character- 
ized in that the crosslinked gel of the core is 



23. Verfahren nach einem der Anspruche 18 bis 

22, dadurch gekennzeichnet, dafi die einge- 
schlossenen Zellen des Kerns Hefezellen zur 20 
Durchfuhrung einer Sektgarung sind. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 18 bis 

23, dadurch gekennzeichnet, dajS in den Kern 
lediglich eine Vorkultur von Zellen eingebracht 25 
wird und dafl der mit der Vorkultur erstellte 
Katalysator in eine fUr die ZOchtung der Zellen 
geeignete Umgebung eingebracht wird. 

Claims 30 

1. Process for preparing a biocatalyst having im- 
mobilized cells, in which the cells are intro- 
duced into a liquid which is gelled by a cros- 
slinking agent and is formed from an aqueous 35 
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crosslinked with the same crosslinking agent 
as the gel of the protective layer. 

14. Biocatalyst according to Claim 10 or 11, char- 
acterized in that the core is formed by an 
uncrosslinked liquid. 



19. Process according to Claim 18, characterized 
in that the crosslinking agent for the gel-for- 
ming liquid forming the protective layer is ad- 
ded to the liquid containing the cells. 



21. Process according to one of Claims 18 to 20, 
characterized in that the liquid, containing the 
cells, of the core is surrounded with the gel- 
forming liquid of the protective layer by means 
of a nozzle arrangement comprising a first, 
central nozzle opening and a second, annular 
nozzle opening surrounding this first nozzle 
opening. 



first, central nozzle opening. 

23. Process according to one of Claims 18 to 22, 
characterized in that the enclosed cells of the 

5 core are yeast cells for carrying out a cham- 

pagne fermentation. 

24. Process according to one of Claims 18 to 23, 
characterized in that only one preliminary cul- 
ture of cells is introduced into the core, and in 
that the catalyst produced with the preliminary 
culture is introduced into an environment suit- 
able for culturing the cells. 

Revendlcations 

1. Procede de preparation d'un biocatalyseur a 
cellules immobilis£es, dans lequel les cellules 
sont introduites dans un liquide forme d'une 
phase aqueuse, devenant un gel sous I'effet 
d'un agent de reticulation et le biocatalyseur 
est ensuite forme par reticulation avec ou sans 
support mecanique, caracterise en ce que le 
noyau contenant les cellules est enveloppe 
d'un liquide geligene et en ce que la reticula- 
tion du gel par Taction d'un agent de reticula- 
tion diffusant hors du noyau s'effectue sur le 
noyau, en sorte qu'une couche protectrice 
exempte de cellules se forme & partir du gel 
reticule depourvu de permeabilite aux cellules, 
laquelle couche protectrice enveloppe le noyau 
contenant les cellules. 

2. Procede suivant la revendication 1, caracterise 
35 en ce que Ton utilise un gel ionotrope pour la 

couche protectrice. 

3. Procede suivant la revendication 1 ou 2, carac- 
terise en ce que le noyau contenant les cellu- 
les est forme par la reticulation d'un liquide 
geiigdne dans lequel les cellules ont ete mises 
en suspension. 

4. Procede suivant la revendication 1 ou 2, carac- 
45 terise en ce que la couche protectrice est 

formee autour d'un noyau liquide contenant les 
cellules libres. 

5. Procede suivant la revendication 3, caracterise 
so en ce que Ton ajoute les cellules au liquide 

geiig£ne et en ce que Ton fait passer celui-ci 
dans Tagent de reticulation et en ce que Ton 
ajoute ensuite le noyau ainsi forme h un liqui- 
de geiig£ne qui forme le gel depourvu de 
cellules constituant la couche protectrice, & 
I'aide de I'agent de reticulation adherant k la 
surface du noyau. 



22. Process according to Claim 21, characterized 

in that the gel-forming liquid is transported 55 
through the second, annular nozzle opening at 
a higher speed of transportation than the liquid 
containing the cells is transported through the 



15. Biocatalyst according to Claim 14, character- 
ized in that a thickening agent is added to the 
uncrosslinked liquid. 10 

16. Biocatalyst according to one of Claims 10 to 

15, characterized in that the core is anchored 
to a mechanically stable carrier. 

75 

17. Biocatalyst according to one of Claims 10 to 

16, characterized in that the core contains only 
one preliminary culture of cells. 

18. Process for preparing a biocatalyst having im- 20 
mobilized cells, in which the cells are intro- 
duced into a liquid which is gelled by a cros- 
slinking agent and is formed from an aqueous 
phase, and the biocatalyst is then formed with 
or without a mechanical carrier, characterized 25 
in that the liquid containing the cells is sur- 
rounded by the gel-forming liquid and then, 
before mixing the liquid containing the cells 
with the gel-forming liquid, is passed into the 
crosslinking agent, as a result of which a pro- 30 
tective layer having no permeability to the ceils 
is formed by the crosslinked gel. 



20. Process according to Claim 18 or 19, char- 
acterized in that the liquid containing the cells 40 
is also crosslinked with the crosslinking agent 
for the gel-forming liquid of the protective lay- 
er. 
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Procede suivant Tune quelconque des revendi- 
cations 1 a 5, caracterise en ce que Ton entre- 
prend une reticulation complements re de la 
couche protectrice en enveloppant ou enrobant 
le noyau du liquide gSligene formant la couche 5 
protectrice et en I'envoyant ensuite dans un 
bain de reticulation. 

Procede suivant la revendication 6, cartacteVise" 
en ce que I'enveloppement ou I'enrobage du 10 
liquide contenant les cellules du noyau par le 
liquide geligene de la couche protectrice s'en- 
treprend au moyen d'une premiere ouverture 
d'ajutage centrale et d'une seconde ouverture 
d'ajutage annulaire entourant la premiere ou- 75 
verture d'ajutage. 



par un liquide non r£ticule\ 

15. Biocatalyseur suivant la revendication 14, ca- 
racterise en ce que des agents d'epaississe- 
ment ou epaississants sont ajoutes au liquide 
non reticule. 

16. Biocatalyseur suivant I'une quelconque des re- 
vendications 10 & 15, caracterise en ce que le 
noyau est ancre* k un support mecaniquement 
stable. 

17. Biocatalyseur suivant Tune quelconque des re- 
vendications 10 h 16, caracteVise* en ce que le 
noyau ne contient uniquement qu'une culture 
pr£alable de cellules. 



Procede suivant I'une quelconque des revendi- 
cations 1 & 7, caracterise en ce que les cellu- 
les emprisonn^es ou ententes du noyau sont 20 
des cellules de levure pour la realisation d'une 
fermentation de vin champagnise* ou obtenu 
selon la methods champenoise. 

Procede suivant Tune quelconque des revendi- 25 
cations 1 h 8, caracterise en ce que Ton intro- 
duit uniquement une culture pr£alable de cellu- 
les dans le noyau et en ce que Ton introduit le 
catalyseur realise avec la culture pr£alable 
dans un milieu convenant a la culture ou Tele- 30 
vage des cellules. 



18. Procede de preparation d'un biocatalyseur 
avec des cellules immobilisees, dans lequel 
les cellules sont introduites dans un liquide 
constitue d'une phase aqueuse et se transfor- 
mant en gel sous Peffet d'un agent de reticula- 
tion et on forme ensuite le biocatalyseur avec 
ou sans support mecanique, caracterise en ce 
que le liquide contenant les cellules est enve- 
loppe ou enrobe du liquide geiigene et par- 
vient ensuite dans I'agent de reticulation, avant 
un melange du liquide contenant les cellules 
avec le liquide geiigene, en sorte que se forme 
une couche protectrice depourvue de permea- 
bilite aux cellules & I'aide du gel reticule. 



10. Biocatalyseur h cellules immobilisees, dans le- 
quel les cellules sont introduites par un liquide 
forme d'une phase aqueuse et dont la surface 
est formee par une couche protectrice en un 
gel reticule, enveloppant ou enrobant le noyau 
contenant les cellules avec ou sans support 
mecanique, caracterise en ce que la couche 
protectrice est formee de maniere a etre 
exempte des cellules et h I'aide d'un agent de 
reticulation diffusant hors du noyau. 



19. Procede selon la revendication 18, caracterise 
en ce que Ton ajoute I'agent de reticulation 

35 pour le liquide geiigene formant la couche 

protectrice au liquide contenant les cellules. 

20. Procede suivant la revendication 18 ou 19, 
caracterise en ce que Ton reticule egalement 

40 le liquide contenant les cellules avec I'agent de 

reticulation pour le liquide geiigene de la cou- 
che protectrice. 



11. Biocatalyseur suivant la revendication 10, ca- 
racterise en ce que la couche protectrice est 
formee par un gel ionotrope. 

12. Biocatalyseur suivant la revendication 10 ou 
1 1 , caracterise en ce que le noyau est forme 
par un gel reticule. 

13. Biocatalyseur suivant la revendication 12, ca- 
racterise en ce que le gel reticule du noyau est 
reticule avec le mime agent de reticulation 
que le gel de la couche protectrice. 

14. Biocatalyseur suivant la revendication 10 ou 
1 1 , caracterise en ce que le noyau est forme 



21. Procede selon Tune quelconque des revendi- 
45 cations 18 a 20, caracterise en ce que I'enve- 

loppement ou I'enrobage du liquide du noyau 
contenant les cellules s'entreprend avec le li- 
quide geiigene de la couche protectrice & I'ai- 
de d'un agencement d'ajutage constitue d'une 
50 premiere ouverture d'ajutage centrale et d'une 

seconde ouverture d'ajutage annulaire, entou- 
rant cette premiere ouverture d'ajutage. 

22. Procede suivant la revendication 21, caracteri- 
55 se en ce que le liquide geiigene est transporte 

k travers la seconde ouverture d'ajutage annu- 
laire h une vitesse de transport superieure & 
celle du liquide contenant les cellules & travers 
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la premiere ouverture d'ajutage centrale. 

23. Proce*de* suivant Tune quelconque des revendi- 
cations 18 k 22, caracteVise en ce que les 
cellules enfermSes ou em prison n£es du noyau 5 
sont des cellules de levure pour la realisation 
d'une fermentation de vin champagnise* ou ob- 
tenu selon la methode champenoise. 

24. Proce*de* suivant Tune quelconque des revendi- io 
cations 18 h 23, caracterise en ce que Ton 
introduit dans le noyau uniquement une culture 
preaiable de cellules et en ce que Ton introduit 

le catalyseur realise* avec la culture prgalable 
dans un environnement convenant a la culture 15 
ou I'Slevage des cellules. 
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